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緒　　　言
　脳血管攣縮は，クモ膜下出血患者の30～70%にみら
れる出血後１週間程度に発症する可逆的脳血管主幹動
脈の狭窄である1)．エンドセリンレセプター拮抗薬2,3)，
カルシウム拮抗薬4,5)などの有望な治療法にもかかわ
らず，クモ膜下出血後脳虚血あるいは，脳卒中の原因
の一つであり，いまだに，主な死因となっている6ﾝ8)．
よって，クモ膜下出血患者の予後を改善するためにも，
より効果的な治療法の研究が必要である．
　遺伝子治療は，クモ膜下出血後脳血管攣縮含めた脳
血管障害に対する有望な治療法であり，その研究は現
在，広く行われている．しかしながら，治療蛋白質発
現には多段階の過程を経なければならず，また，発現
は，脳血管の外膜にしかみられず導入効率が今一つで
ある9ﾝ11)．その上，一般的に，ウイルスベクターを用い
た遺伝子治療には，生体の免疫反応，ウイルス毒性，
宿主の染色体に直接影響を及ぼしてしまうといった安
全性に問題があるのも事実である12)．
　一方， 最近の研究で，「蛋白質透過ドメイン」といわ
れる10個から20個のアミノ酸ペプチドを融合させるこ
とにより，様々な蛋白質が，あらゆる細胞内へ直接，
毒性を示すことなく，また，効率的に導入されること
が判明した．この方法は，「蛋白質導入法」と呼ばれる
(図１)．この蛋白質導入法における蛋白質透過ドメイ
ンについては，松下らが，優れた蛋白質透過ドメイン
である11個の連続したアルギニン，すなわち，「11R」
を開発した．彼らは，11R を用いることにより，直接，
毒性を有することなく，神経細胞内へ蛋白質を効率的
に導入することが出来ることを明らかにした13)．
　もし，蛋白質導入法が，脳血管に対しても有用であ
ることが証明されれば，このアプローチは，遺伝子治
療に代わる新しい治療法，即ち，脳血管に対する「蛋
白質セラピー法」と成り得る．そこで今回我々は，脳
11R を用いた脳血管に対する新しい蛋白質導入法
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・ウイルス毒性
・炎症反応
・導入効率が低い
蛋白質透過ドメイン
10-20個のアミノ酸ペプチド
蛋白質導入法
治療蛋白質
脳血管壁
直接，無毒
効率的
遺伝子治療
蛋白質セラピー法
図１　蛋白質セラピー法とは
10個から20個のアミノ酸ペプチド（蛋白質透過ドメイン）を融合させることにより，治療蛋白質をあらゆる細胞内に，直接，毒性を有
することなく，かつ，効率的に導入する方法である．
11R-EGFP, 2 hours
11R-EGFP, 6 hours
EGFP, 2 hours
EGFP, 6 hours
図２　脳底動脈における11R-EGFP 蛋白質導入 (in vivo)
11R-EGFP（12.5 ｻmol/L) (A, C）あるいは，EGFP（12.5 ｻmol/L) (B, D）をラット大槽内へ注入した．注入２時間後（A, B）あ
るいは６時間後（C, D）に脳底動脈を取り出し，凍結切片を作成し（16 ｻm），螢光顕微鏡で観察した．注入２時間後あるいは６時間
後，11R-EGFP タンパク質は，脳底動脈壁へ著明に導入されていた（A, C）．一方，11R を付加していない EGFP は，クモ膜下腔に
その存在を認めるものの，脳底動脈壁には導入を認めなかった（B, D)．(文献14より引用)
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血管に対する外来蛋白質導入法としての「蛋白質セラ
ピー法」の可能性を模索する為，11R にマーカー蛋白
質である緑色螢光色素タンパク（EGFP；enhanced 
green fluorescence protein）を融合させて，脳血管に
対する導入効率を検討した．
材料と方法
１. Ex vivo ラット脳血管における11R-EGFP 導入の
検討
１) 時間経過
　ラット脳底動脈を 11R-EGFP＋MEM（minimum 
essential medium)（12.5ｻmol/L）あるいは，EGFP＋
MEM（12.5ｻmol/L）に０，10，30分，２，６，12時
間静置し，時間経過の検討を行った．その後，凍結切
片（16ｻm）を作成し，螢光顕微鏡で脳底動脈を観察
し，11R-EGFP あるいは EGFP の螢光強度を検討し
た．
２)  濃度
　次に，11R-EGFP の濃度による導入効率の違いを検
討した．即ち，ラット脳底動脈を0.125, 1.25, 12.5
ｻmol/L の11R-EGFP に２時間静置し，同様に脳底動
脈の観察及び螢光強度を測定した．
２. In vivo ラット脳血管における11R-EGFP 導入の
検討
　ラットの大槽内へ12.5ｻmol/L の11R-EGFP，EGFP 
あるいは生理食塩水を注入した．注入２，６時間後，
生理食塩水で灌流し，断頭．脳幹を摘出し，凍結切片
（16ｻm）を作成，螢光顕微鏡で脳底動脈を観察した．
また，脳底動脈壁を外膜・中膜・内膜に分け，
11R-EGFP の螢光強度を測定した．更に，11R-EGFP 
注入２時間後の小脳，脳幹，脳底動脈を取り出し，
Western blotting を用いて11R-EGFP の定量を行っ
た．Western blotting は，一次抗体に抗 GFP（green 
fluorescence protein）抗体を用いた．
３. ラットのくも膜下出血モデルにおける11R-EGFP 
導入の検討
　ラットの大槽内へ自家血0.2mlを注入し，クモ膜下
出血モデル作成した．直後に，11R-EGFP 或いは，
EGFP をそれぞれ15ｻmol/L となるように大槽内注入
した．注入２，６，８，12時間後，生理食塩水で灌流
し，断頭．脳幹を摘出し，凍結切片（16ｻm）を作成，
螢光顕微鏡で脳底動脈を観察した．同様に，注入２時
間後の脳底動脈壁を外膜・中膜・内膜に分け，
11R-EGFP の螢光強度を測定した．
結　　　果
１. Ex vivo ラット脳血管における11R-EGFP の導入
　11R-EGFP の脳底動脈における螢光は，徐々に増加
し，２時間で定常状態に達し，12時間以上続いた．ま
た，11R-EGFP の脳血管に対する導入効率は，濃度依
存性に増大した．
２. In vivo ラット脳血管における11R-EGFP の導入
　11R-EGFP 大槽内注入群では，２時間後には既に脳
血管壁全層への著明な導入を認めた．しかしながら，
EGFP 注入群では，クモ膜下腔に一部，螢光色素の集
簇を認めるものの，脳血管壁への導入は認めなかった
（図２)．部位別に螢光強度の測定を行ったところ，
11R-EGFP 注入群は，EGFP 及び生食注入群と比較
し，特に，中膜（平滑筋層）に高い螢光強度を示した
（図３)．また，Western blotting の結果から，
11R-EGFP は，脳血管へ選択的に導入されていること
が分かった．
３. クモ膜下出血モデルラット脳血管における
11R-EGFP の導入
　クモ膜下腔に血液の集簇があるにもかかわらず
11R-EGFP は，脳血管壁へ著明な導入を認めた．H-E
（hematoxylin-eosin）染色との比較で，正常ラットに
おける場合と同様，11R-EGFP は，脳底動脈へ選択的
に導入されており，脳実質へは殆ど導入されていない
　 脳血管障害に対する新しい治療法：小川智之，他９名 　
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図３　11R-EGFP 注入２時間後のラット脳底動脈における螢光
強度
部位別に導入効率を検討する為，Scion イメージにて螢光強度
の測定を行ったところ，11R-EGFP 注入群は，EGFP 及び，生
食注入群と比較し，特に，中膜に高い螢光強度を示した．（n＝
15 slices, each）（文献14より引用)
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ことが分かった．部位別に導入効率の検討を行ったと
ころ，正常ラットに導入した場合と同じく，中膜への
導入効率が最も高かった．また，11R-EGFP 一回投与
での脳血管における発現持続時間は，12時間程度であ
った．
考　　　察
　蛋白質透過ドメインの研究は，TAT（transcription 
activator protein）といわれるエイズウイルスが発現す
る転写活性化蛋白質に始まる．その後，単純ヘルペス
ウイルスが発現する VP22，ショウジョウバエの触覚
形成を司る Antp 等の蛋白質透過ドメインが判明した
が，それらに共通しているのは，Arg, Lys といった
塩基性アミノ酸を多く含んでいることである．そこで，
蛋白質を効率よく導入するために，TAT の11個のア
ミノ酸をすべて Arg に置換したのが11R である．
　蛋白質透過ドメインによる細胞内への導入のメカニ
ズムについては，多くの報告がなされている．以前は，
細胞膜表面の脂質二重膜と相互作用をおこし，ミセル
を形成することにより直接導入されるという考え方が
一般的であったが，最近では，マクロピノソームによ
って細胞内へ取り込まれるという考えが有力である．
　今回我々の実験で11R-EGFP は，数時間後には脳底
動脈壁全層へ効率よく導入されており，即効性が期待
できるのではないかと思われた．その上，11R-EGFP 
は，大槽内投与により脳実質へは導入されず，選択的
に脳血管へ導入されていた．それ故，11R を用いた蛋
白質導入法は，即効性が期待出来，脳血管に選択的な
治療法となりうる可能性があるものと思われる．
　ウイルスベクターを用いた遺伝子治療では，遺伝子
を介した蛋白質発現は，一般的に，脳血管の外膜に限
られる．しかしながら，今回の実験で我々は，11R を
付加した蛋白質を大槽内注入により，脳血管壁全層へ
導入することに成功した．このように，中膜・内膜に
も効率よく導入されることを考慮すると，11R を用い
た蛋白質導入法は，脳血管障害に対するより良い治療
法となり得る．
　Ex vivo で11R-EGFP 溶液の中へラット脳底動脈を
静置し続けると蛋白質の発現は保たれた．しかしなが
ら，in vivo でのクモ膜下出血モデルにおける
11R-EGFP 一回投与では，蛋白質の発現持続時間は12
時間程度と比較的短かった．蛋白質セラピー法では，
ウイルスベクターを用いた遺伝子治療と比べてターゲ
ットとなる細胞への免疫反応あるいは毒性が少ないと
されているので， 仮に，活性が短時間しか持続しない
のであれば，繰り返し投与など投与方法に工夫が必要
であると思われる．
　今回の我々の実験において11R-EGFP 蛋白質は，大
槽内投与により２時間後にはラット脳底動脈全層へ選
択的に効率よく導入されていた．しかしながら，in vivo 
実験における11R-EGFP 一回投与では，蛋白質発現の
持続時間は12時間程度と比較的短かった．蛋白質セラ
ピー法のこれらの特徴は，例えばクモ膜下出血後の脳
血管攣縮，脳梗塞などの急性で一過性の脳血管障害の
治療に適していると思われる．
結　　　論
　11R-EGFP 蛋白質は，ex vivo, in vivo 両方において
ラット脳底動脈壁へ効果的且つ即座に導入された．今
回我々は，蛋白質透過ドメインを付加したマーカー蛋
白質を脳血管壁へ導入させることに初めて成功した．
今後，蛋白質透過ドメインに実際の治療蛋白質を融合
させて，脳血管に対する導入効率及び脳血管障害に対
する治療効果を検討する必要があるものと思われる．
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